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Összefoglalás: 
 
 
 
A bioinformatika az egyik legfiatalabb tudományág. Kialakulása a biostatisztikai számítások és a 
molekulamodellek használatával több, mint fél évszázada kezdődött, ugyanakkor gyors fejlődését és 
önálló tudománnyá válását csak az elmúlt másfél évtizedben, a számítástechnika nagyarányú hard-
ver- és szoftver-fejlesztései tették lehetővé. Napjainkra az in silico bioinformatika széles körben 
alkalmazott kutatási, kutatás-fejlesztési területté vált, mely egyenrangú partnere az in vitro és in 
vivo végzett kutatásoknak. 
 
Munkám mind az adatfeldolgozásra, mind az adatbankok segítségével történő predikcióra kiter-
jedt. Mindkét témakör a biológiai kutatás szolgálata mellett felvetette a bioinformatikai módszerek-
kel kapott eredmények gyakorlati használhatóságának kérdését, ezért négy tématerületen végeztem 
vizsgálatokat. Az első időszakban a DNS szekvenálást megkönnyítő és az adatfeldolgozást segítő 
szoftverek fejlesztését tűztem ki célul. A mintafelvitelt és a mintakövetést biztonságossá tevő, ezzel 
a technikai hibákat csökkentő, a mérésbiztonságot növelő eszközt (SWriter program) sikerült kiala-
kítanunk. A második témakörben kifejlesztett alkalmazások az EST szekvenálás eredményeinek 
feldolgozását és a nemzetközi adatbázisokba történő automatikus továbbítását tették lehetővé. 
Munkám harmadik szakaszában az immunológiai predikciós technikák kritikai elemzését tűztem 
ki célul. Elsők közt sikerült felhívnunk a figyelmet arra, hogy az immunogenitást előrejelző algo-
ritmusok (az in silico valószinűsített és az in vitro mért immunszerológiai adatok összehasonlítása 
kapcsán) csak megfelelő speciális adatbázisokon történő finomítás után válhatnak a napi kutatási és 
kutatás-fejlesztési gyakorlatban valóban nagyhatású eszközzé. A negyedik témakörben általánosan 
használt biostatisztikai eljárások segítségével összeállított panel nagyszámú immunszerológiai mé-
rési minta multiparaméteres elemzését tette lehetővé, olyan, új összefüggések feltárásával, melyek 
a klinikai prognózis megítélése szempontjából gyakorlati jelentőséggel bírnak. 
 
Mind a négy témakörben munkám a bioinformatika aktuálisan legfontosabb irányaihoz 
kapcsolódott és a tudományág gyors fejlődését bizonyítja, hogy a tézisek benyújtása előtt nyolc 
évvel kezdődött munka egyes elemeit ma már túlhaladta a fejlődés. Ugyanakkor mind a négy 
tématerületen - a nemzetközi publikációinktól függetlenül is – a gyakorlati alkalmazás bizonyította 
a kutatási fázis eredményességét. 
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Bevezetés 
 
 
Az alap és alkalmazott biológiai kutatás egyik leggyorsabban fejlődő területe a molekuláris 
biológia. A biológiailag aktív vegyületek finomszerkezetének kutatásában a genetikai módszerek 
alkalmazása, a hagyományos fiziko-kémiai szerkezetvizsgálatok, valamint a biokémiai és 
funkcionális módszerek együttes alkalmazása általánossá vált napjainkra. Az immunológiai 
eljárásokon alapuló mikroanalitika a molekuláris felszínek térképezésében új lehetőségeket nyitott 
meg a monoklonális ellenanyagok felfedezését követően. 
 
Bioinformatika: 
 
A bioinformatikát definiálhatjuk, mint a számítógépes módszerek kidolgozása és alkalmazása a 
biológiai információ kezelésére és elemzésére. Szélesebb körben érthetjük rajta bármilyen biológiai 
információ számítástechnikai eszközzel történő feldolgozását, szűkebb értelemben pedig, 
szekvencia adatok kezelését és elemzését. A bioinformatikai kutatások kilenc fő területre oszthatók 
Attwood szerint: 
 
1. Biológiai adatbázisok létrehozása, analizálása, keresése 
2. Molekulaszerkezet 3D modellezése 
3. Molekulaszerkezeti és funkcionális predikció 
4. Szekvencia összehasonlítás, illesztés 
5. Filogenetikai számítások 
6. Molekulainterakció vizsgálata 
7. Génexpressziós elemzések  
8. Biológiai kutatási folyamatok automatizálása 
9. Biostatisztika 
 
A biológiai adatbázisok kialakítása és a molekulamodellek megalkotása a XX. századi 
természettudományos kutatás, elsősorban a szerves kémia és biokémia, valamint a molekuláris 
biológia kirobbanó eredményeit használta fel, ugyanakkor a számítógépes adatfeldolgozás adta 
technikai háttér egy új dimenziót nyitott meg. 
Az 1980-as években a korszerű molekuláris biológiai módszerek hatására jelentősen megnőtt az 
irodalomban közzétett biológiai (szekvencia) információ. Ezen adatok egy központi adatbázisban 
való elhelyezésének előnyeit látva egyszerre párhuzamosan több munkacsoport is elkezdte 
összegyűjteni a rendelkezésre álló szekvencia információt. Napjainkban több mint 500 az Interneten 
elérhető adatbázisok száma. Az adatbázisok integrálásával a keresési lehetőség és az 
információszerzés lehetősége jelentősen nőtt. Ma már számtalan más adatbázisokat integráló, 
keresztbe kapcsoló rendszer közül választhatunk. 
A számtalan, új biológiai információt jelentő szekvencia-adatnak a kutatás számára való 
megosztását már a nyolcvanas években igényelték a kutatók. Ekkor születtek meg az első biológiai 
adatbázisok. Ezek a biológiai adatbázisok szekvencia, szerkezeti, immunológiai, fiziológiai 
információkat tartalmaznak. A biotechnológia és bioinformatika forradalmi fejlődése hatalmas 
adatmennyiséget eredményezett. A biológiai adatbázisokban elhelyezett szekvencia-adatok a 
HUMAN GENOME PROJECTnek és egyéb kutatási programoknak köszönhetően exponeciálisan 
nőnek. 
Az adatok nagy része a kutatók számára szabadon elérhető a világhálón. Az adatok gyors és 
komplex elérhetősége, feldolgozása, összehasonlítása és értékelése a modern bioinformatikai 
módszerek nélkül nem lenne megoldható. A bioinformatika lehetővé teszi laboratóriumi kísérletek 
megtervezését, esetleges eredményeinek megbecsülését, felgyorsítva a biológiai információk 
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megszerzését. A laboratóriumi folyamatok automatizálása meggyorsítja a nagy mennyiségű adatot 
termelő (pl.: szekvenáló) projektekből nyerhető információ prezentálását, feldolgozását. 
Nem elegendő és nem minden esetben lehetséges a nagy érzékenységű mérési adatok 
hagyományos statisztikai számolása és interpretálása. Fontossá vált a kapott adatok feldolgozására 
számítógépes molekulamodellek létrehozása, ezeknek a különböző biokémiai reakciókban történő 
elemzése, a szerkezetváltozások és biológiai kölcsönhatások szimulációja és virtuális ábrázolása. 
Ezen problémákkal foglakozó új tudományt a bioinformatikát, a biotechnológia és a 
számítástechnika utóbbi tíz évben lezajlott rohamos fejlődése hívta életre. Az elmúlt években 
jelentősen nőtt a bioinformatikával foglalkozó publikációk száma, mely mára a PubMed-ben 
fellelhető új irodalom közel 2%-a. 
A bioinformatikai és biotechnológiai módszerek jelentős fejlődése és a tervezett molekulák iránti 
igény általánossá válása lehetővé tette a kívánt biológiai hatásnak legjobban megfelelő, előre meg-
tervezett molekulák széleskörű alkalmazását a biológiai kutatásban. A tervezett szerves molekulák 
célzott felhasználása és számítógépes szimulációja új utakat teremt az alapkutatásban és gyógyítás-
ban is. Lerövidíti, és olcsóbbá teszi a költséges laboratóriumi lépéseket. 
Az immunológiai alapkutatás egyik költséges és továbbra is időigényes része a különböző mono- 
és poliklonális ellenanyagok előállítása. Gyakran fontos, hogy ellenanyagaink molekula specifiku-
sak legyenek. A növekvő igények gyakran csak a molekula egy részét, esetleg speciális funkcionális 
csoportjának felismerését követelik meg, mely megnehezíti a kívánt ellenanyagok előállítását. Nap-
jainkban a számítástechnika gyors fejlődése és az ellenanyagokról, ellenanyag-antigén kapcsolatok-
ról szerzett ismereteink kiszélesedése és elmélyülése lehetővé teszi a két technológia ötvözését, és 
bioinformatikai módszerek bevonását az epitópok meghatározásába. 
A bioinformatika módszereinek ilyen hasznosítása számos előnnyel jár. A költséges és időigé-
nyes ellenanyag előállítás jelentősen gyorsabbá, olcsóbbá válhat az erőforrás igényes peptidekkel 
történő immunizálás kiváltásával, miközben új perspektívák nyílnak meg. Az epitópok számítógé-
pes tervezése lehetővé teheti specifikus szintetikus vakcinák kifejlesztését és előállítását (pl.: difté-
ria, hepatitis, influenza, HIV ellenes szérumok), és gének meghatározását. Új fejezetet nyithat a tu-
mor-terápiában és megelőzésben, speciális immunpeptidek kifejlesztésével, melyekkel immunizálva 
a szervezet a tumor ellen, vagy onkogének ellen immunválaszt generál. 
 
Epitóp predikció: 
 
Az immunológiai felismerést befolyásoló molekuláris mikrokörnyezet, ezen belül az antigének 
alapvető fiziko-kémiai tulajdonságainak tanulmányozása napjaink immunológiai alapkutatásának 
egyik fontos kérdése. Az immunreaktivitást meghatározó elektrosztatikus és hidrofil/hidrofób régi-
ók térbeli elhelyezkedése az antigén molekula felszínén mind az immunológiai felismerésben, mind 
a kiváltott effektor válaszban meghatározó szerepet játszik. Egyre több adat utal fehérje és peptid 
antigének esetében arra, hogy az aminosav sorrendnek a töltéseloszlások meghatározásában van el-
sődleges szerepe. A monoklonális ellenanyag technika felfedezése teremtette meg a lehetőséget jól 
definiált modellvizsgálatok végzésére. A különböző, ismert biológiai aktivitással rendelkező fehér-
jék felszíni epitópjainak monoklonális ellenanyagokkal végzett térképezése kapcsán szerzett infor-
mációk nagymértékben járultak hozzá az immunológiai felismerés mechanizmusának tisztázásához. 
Epitópnak, vagy antigén determinánsnak nevezzük egy protein azon meghatározott részeit, me-
lyekhez specifikus felismerő részeikkel az immunglobulinok kötődnek. Az epitópok relatív entitá-
sok, mivel komplementer paratópok szükségesek felismerésükhöz. Az epitópok ezért rendelkeznek 
antigén reaktivitással, képesek az immunglobulinokhoz kötődni, önmagukban is immunogenitással 
rendelkeznek, vagyis képesek immunválaszt kiváltani (un. anti-idiotípus immunválasz). 
A fehérjék felszínét tehát felfoghatjuk, mint egymást átfedő epitópok halmazát, melyen belül 
megkülönböztetünk kiemelt immundomináns és kevésbé reaktív epitópokat. Az epitópok számát 
definiálhatjuk a fehérje ellen termelhető, egymástól különböző monoklonális antitestek számával. 
Röntgen-krisztallográfiával megállapították, hogy az epitóp-paratróp kapcsolat egy kb. 20Å x 
30Å területen történik a molekula felszínén. Nem valószínű, hogy ebben a három-dimenziós epitóp-
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paratróp kapcsolatban elsősorban a polipeptidláncot felépítő, egymást követő aminosavak alkotta 
lineáris epitópok fordulnak elő. Valószínűbb az úgynevezett konformációs epitópok előfordulása. 
Immunológiai szempontból, mind a lineáris mind a konformációs epitópok fontosak. Immun-
biotechnológiai szempontból a lineáris epitópoknak van fontosabb szerepe egyszerűbb kezelhetősé-
gük miatt.  
Az epitóp-paratróp kapcsolatok pontos meghatározására fizikai módszereket alkalmaznak a leg-
gyakrabban (MNR és röntgen-krisztallográfia). Az egyéb módszerek (tömegspektrometria, átfedő 
peptid könyvtárak) csak valamilyen közelítést tesznek lehetővé. A különböző immunbiológiai kau-
téláknak az ismerete feltétlenül szükséges, amikor epitópokat szeretnénk számítógéppel meghatá-
rozni. 
A számítástechnika gyors fejlődése lehetővé tette a lineáris aminosav szekvencia ismeretében a 
fehérjék térbeli szerkezetének hozzávetőleges predikcióját, mely kulcsa az epitópok meghatározá-
sának. Az eddig leírt epitóp predikciós módszerek a primer aminosav szekvencia ismeretében pró-
bálnak a fehérje harmadlagos térbeli szerkezetére vagy egyéb attribútumára (másodlagos szerkezet, 
mobilitás, hidrofobicitás, hidrofilicitás stb.) következtetni. 
Általánosságban, minden predikciós módszer első lépéseként az ismert háromdimenziós szerke-
zetű fehérjék molekuláris hőmérséklet, szerkezet és mobilitás statisztikai analízisével mind a 20 
aminosavhoz egy-egy értéket rendelünk relatív tulajdonságuk alapján, így egy táblázatot hozunk 
létre. 
Predikciós profil készítésekor az előbbiekben szerkesztett táblázatból minden pozicióban az ott 
helyet foglaló aminosavnak megfelelő értéket helyettesítjük be. Ezt követően egy 5-21 aminosav 
hosszúságú „ablakkal”, mely lehetővé teszi, hogy ezt a néhány elemből álló peptidszakaszt a mole-
kula többi részétől függetlenül vizsgáljuk. Az ablakot végigfuttatva a szekvencián a táblázatból ki-
olvasott értékek ablakban lévő átlagát kiszámoljuk, majd hozzárendeljük a szekvenciához, és grafi-
konon ábrázoljuk. Pl. hidrofilitási profil számolása esetén, a magasabb értékű régiók a hidrofil ré-
szeknek felelnek meg. 
A profilban lévő kimagasló szélsőségek elkerülése végett a szokásos analizálás előtt a profil fi-
nomítása történik. Erre két módszer terjedt el: az egyikben, a régiókban lévő “fogakat” távolítják el, 
a másikban a változó értékeket egész számokkal helyettesítik. Az első finomítási módszer klasszi-
kus megközelítse az ablakban lévő pozíciók súlyozása, mely legegyszerűbben Karplus és Schulcz 
szerint történik, egyszerűen az adott pozícióban lévő aminosav értékét a súlyszámmal megszoroz-
zuk. Van Regenmortel e helyett egy Gauss-eloszlást használ. 
A különböző profilok összehasonlíthatósága végett szokásos következő lépés az adatok normali-
zálása, ezt követően kerülhet sor az epitóp pozíciók meghatározására. 
Az epitóp predikciós módszerek legtöbbje a primer szerkezetből következtet a másodlagos szer-
kezetre és az epitópokra az aminosavak valamely tulajdonságának analízisével. Vizsgálhatjuk, a 
fehérjét alkotó aminosavak hidrofobicitását, hidrofilitását, flexibilitást, az atomi mobilitást, az α-
helix és β-lemez szerkezeteket formáló hajlamot, akrofilitást és antigenitást, stb.. Ezen módszerek 
alkalmazásához, számtalan szoftvert fejlesztettek ki. Az egyszerűbbek egy módszert használnak 
(pl.: HYDRO), míg léteznek bonyolultabb rendszerek, melyekkel számtalan módszert ill. azok 
kombinációját különböző paraméterekkel kipróbálhatunk (pl.: Wisconsin GCG Package, PrediTop). 
A fehérjék másodlagos szerkezete az α-helix és β-lemez ismétlődő struktúrák, melyet az amino-
savak, a köztük lévő hidrogén kötések és az oldószer és oldalláncok közötti kölcsönhatások révén 
alakítanak ki. A fehérjeszerkezetek kb. 50%-a hajlatok míg másik 50%-a ismétlődő struktúrákban 
helyezkedik el (25% α-helix , 25% β-lemez). A másodlagos szerkezet jelentős mértékben összefügg 
a fehérjék antigenitásával. 
 
Az α-helixek és β-lemezek hidrofóbok, és általában a fehérjék belsejében helyezkednek el, míg a 
flexibilis hajlatok és kanyarulatok a molekulák hidrofil felszínén. 
Ezeket a törvényszerűségeket írják le a Chou-Fasman és Garnier algoritmusok, melyek 55-70% 
sikerrel detektálják az epitópokat. 
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A fehérjék hidrofil részeinek felszínen való elhelyezkedését használja Hopp és Wood algoritmu-
sa, Kyte és Dolittle hydropatiás indexe az oldalláncok vízhez való kötődésével von párhuzamot. 
Parker, Guo és Hodges az aminosavak a hidrofilitást HPLC-vel való vizsgálattal állapította meg. 
Hopp akrofilitási indexe, a 49 ismert szerkezetű fehérjében az aminosavak relatív felszíni expo-
zícióját vizsgálja. 
A nagyobb flexibilitású részek, felszínen való elhelyezkedését és így az immunválaszban való 
lehetséges részvételét mutatja meg Karplus és Shultz-féle flexibilitási index. 
Welling 20 sokat tanulmányozott fehérje 606 epitópjában előforduló aminosavakat dolgozta fel 
statisztikailag. Vizsgálatában az epitópok minden pozíciója hasonló fontossággal bírt, amit eredmé-
nyeinek használatakor figyelembe kell venni. Ismertek ugyanis ún. kitüntetett pozíciók melyek, 
megváltoztatása egy-egy epitópban megszünteti az antitest-antigénkötődést, ugyanakkor más pozí-
ciókban történő aminosav változás nem befolyásolja a reakciót. 
Jameson és Wolf antigenitási vizsgálatai azt bizonyítják, érdemes több különböző módszer 
együttes alkalmazása. Vizsgálataikban súlyozottan használtak öt módszert. 
Az epitóp meghatározást specifikusabbá tehetjük az érzékenység csökkenése nélkül, jelentősen 
növelve a találatok biztonságát, több különböző módszer párhuzamos használatával. 
Egy-egy módszer eredményessége jelentősen függ az alkalmazott módszertől, a vizsgált fehérjé-
től és a korábban alkalmazott, a módszer paramétereinek beállításához használt adatbázistól. Az 
epitóp felismerés pontosabb, ha a módszert az általunk vizsgált fehérjéhez hasonló kvalitású, funk-
ciójú már vizsgált fehérjén tesztelt módszerrel analizáljuk. Így a statisztikai megfigyeléseinket a 
vizsgálandó szerkezethez hasonló mintán teszteljük. Ezekben az esetekben módszereink hibái ki-
egyenlíthetik egymást, jelentősen javítva az epitóp meghatározást. 
Az epitóp predikció a bioinformatika önálló ága. Segítségével jelentősen lerövidíthető az új el-
lenanyagok előállítása, miközben új perspektívák nyílnak meg az immunológia területén. Lehetővé 
válik, új ellenanyagok előállítása számtalan kórokozóval és betegséggel szemben (pl. hepatitisz, 
HIV, influenza, káriesz stb), leegyszerűsíthetjük kutatásunkat, könnyebben eredményhez juthatunk. 
A számítógépes predikció új perspektívákat nyitott az immunbiológia területén is. A módszer 
korlátainak ismerete nélkül azoban megnő a kapott adatok téves éretelmezésének veszélye, hibás 
következtetésekre juthatunk, rosszabb esetben elérhetetlen célokat követünk. 
Egyetlen predikciós módszer ismerete (egydimenziós – primer szerkezet - analízise) nem elég az 
érzékeny háromdimenziós információ kiszűréséhez, az epitóp meghatározásához. Az aminosavak 
kvalitásainak gyenge korrelációja a fehérjék szerkezetével csak rontja a helyzetet, mivel 20-30%-
ban szekvenciájukban hasonló fehérjék hasonló harmadlagos konformációt vehetnek fel. Emellett, 
hasonló szekvenciájú rövid peptidek gyakran különböző harmadlagos szerkezettel bírnak más, nem 
rokon fehérjeláncok alkotórészeként. Így, egy antigenitás szempontjából jól leírt minta alapján ké-
szült táblázat sem nyújt garanciát a sikerhez. Megoldásként a különböző algoritmusok és táblázatok 
olyan kombinációja juttat minket a legjobb eredményhez, amelyben a vizsgált molekula harmadla-
gos szerkezetét is figyelembe vesszük. A különböző algoritmusok interpretálásával számtalan 
epitóp prediktáló program született. Ezen programok felhasználását és eredményességét limitálják 
az algoritmusok és azok adaptálásának hiányosságai. 
Szükséges a jelenlegi algoritmusok tökéletesítése, új algoritmusok keresése és az eredmények 
minél nagyobb, antigenitás szempontjából jellemzett mintán való ellenőrzése és finomhangolása. 
Az epitóp predikció eredményessége számtalan módszerrel vizsgálható. Legegyszerűbb az is-
mert antigenitású fehérjemintán az epitópok elhelyezkedésének összehasonlítása az algoritmusok 
által meghatározott fehérjerészletekkel és ezen adatok statisztikai analízise. A módszerek leírása 
hasonlóképpen egy adott antigenitásában ismert adatbázison való tesztelés eredménye legtöbbször. 
A módszerek ezért az „ideális”-hoz az eredeti molekulákhoz hasonló szekvenciák esetében hoznak 
biztos eredményt. 
Az irodalomban leírt epitóp prediktáló módszerek hatékonysága kétféleképpen vizsgálható: jól 
karakterizált ellenanyagok epitóp felismerésének összehasonlítása a becsült szekvenciával, vagy 
becsült szakaszok szintetizálása és ezek kötődésének vizsgálata ellenanyaghoz. 
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Célkitűzések 
 
 
Munkám célja a molekuláris biológiai és immunológiai kutatáshoz kapcsolódó bioinformatikai 
módszerek fejlesztése, optimalizálása és felhasználási területük kritikai elemzése volt. Négy fő terü-
letre koncentráltam: 
1. DNS szekvenálás, laboratóriumi fázisát megkönnyítő szoftver fejlesztése, 
2. DNS szekvenálás eredményeinek automatikus értékelését és adatbázisokba juttatását meg-
könnyítő szoftverek fejlesztése, 
3. az in silico epitóp-predikció immunológiai használatának elemzése és validálása in vitro 
immunszerológiai mérésekkel 
4. biostatisztikai módszerek kombinált alkalmazása biológiai mérésekből származó nagy adat-
halmazok belső összefüggéseinek feltárására. 
 
 
Anyagok és módszerek 
 
Módszerek a DNS szekvenálás eredményeinek automatikus értékelésére 
Minta szekvenciák generálása és EST szekvenálás: A referenciaként számon tartott T. cruzii CL 
Brenner klónból készítettünk cDNS könyvtárat. Az oligo(dT) szekvenciával normalizáltuk a 
poli(A+) RNS-t, hogy kiegyenlítsük az előforduló mRNS-ek számát. A cDNS könyvtárat transz-
formáltuk E. coli DH5-α törzsbe. Több mint 23000 klónt választottunk ki véletlenszerűen melyeket 
384 lyukú mikrotitter lapra helyeztünk. Magas minőségű kettősszálú plazmid DNS-t tisztítottunk 
Wizard Plus SV miniperp DNS vagy PERFECTprep-96 szettel, ABI® Prism 21M13 fluorescens  és 
DYEnamic festékkel direkt jelölt T7 primerrel automata ciklus szekvenálást végeztünk. A mintákat 
ABI® 377XL szekvenátorokon analizáltuk. 
Szekvencia analizáló rendszer: Az ABI 377XL szekvenátor adatait a hozzá kapcsolt Apple Power 
Macintosh 8600-on dolgoztuk fel. A kapott kromatogram fájlokat a netatalk programmal Linux 
IBM PC és Sun Sparc Ultra 5 számítógépekre másoltuk. Az adatok további feldolgozása és a szük-
séges szofteverek fejlesztése itt történt. A szkripteket bash-ben írtam. A szükséges saját alkalma-
zásokat C++-ban keszítettük és GNU GCC-vel fordítottuk le. 
 
Laboratóriumi szekvenálást segítő szoftver fejlesztése 
Szekvencia analizáló rendszer: Szekvenálásra egy ABI Prism ® 377XL szekvenátort használtunk. 
A szekvenátor adatait a hozzá kapcsolt Macintosh Power PC-n dolgoztuk fel az ABI Prism® 
DataCollection Software-rel. 
Minták gélre való juttatása: Szekvenálás előtt az előkészített, 96-lyukú mikrotitter tálcákon lévő 
reakciókat 8 csöves Hamilton pipettával juttattuk a 64-lyukú gélre. A Hamilton pipetta csövei és a 
gél lyukai között osztásbeli eltérés van, ezért a pipettával minden második lyukba juttathatunk min-
tát. Először az 1. lemez 1. oszlopát (1a1 -1h1) mintát juttatjuk az 1. gél 1,3,5…15 oszlopára, majd a 
1. lemez 2. oszlopát (1a2 – 1h2) mintákat juttatjuk a 1. gél 2,4,6…16 oszlopára. Ezután következik 
az 1. lemez 3 oszlopának (1a3-1h3) felhelyezése az 1. gél 17, 19, 21…31 oszlopára és így tovább. A 
2. gélt az 1. lemez harmadik harmadán (1a9-1h12) és a 2. lemez első harmadán lévő mintákkal tölt-
jük fel (2a1-2h4). A harmadik gélre a második lemez 5-12 oszlopának mintái kerülnek. Ez a felhe-
lyezés figyelmet követel, hogy a minták összekeveredését elkerüljük. 
Programozás és fordítás: A scripteket bash-ben írtam. A programot C++-ban programoztam és 
GNU GCC-vel fordítottuk le. 
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Immunglobulinok által felismert epitópok térképezése 
In silico epitóp térképezés 
Humán mitokondriális CS B-sejt epitóp predikció: Vizsgálatunkhoz a humán mitokondriális CS 
szekvenciát használtuk (EC 2.3.3.1) Gene Bank accession no. PID O75390) melyet az NCBI fehér-
je szekvencia adatbázisból töltöttünk le. A lehetséges antigének meghatározása céljából a Chou-
Fasmann másodlagos szerkezet és az Eisenberg-féle hidrofobicitás meghatározásokat végeztünk. 
Mindkét esetben, egy általunk elkészített MS Excel táblázatban, 7 aminosavra kiterjedő ablakkal 
végeztük a meghatározásokat, a szerzők által használt eredeti mátrixokkal. A kis valószínűséggel 
hidrofób (Phydrophobicity < 0) és nagy valószínűséggel β-csavar szerkezetet (Pβ-turn > 1) mutató szek-
venciákat választottuk ki. A GCG Wisconsin Programcsomaghoz tartozó PepPlot, PeptideStructure 
és PlotStructure alkalmazásokkal finomhangoltuk predikciónkat. Kiszámítottuk a molekula felüle-
ten történő elhelyezkedés valószínűségét (Psurface > 1), a Jameson-Wolf antigenitási indexet (PJW 
antigenity > 1), a Hopp és Wood féle hidrofilicitási indexet  (PHW hidrophilicity > 1). 
A Swiss-Model Automated Protein Modelling Server-en az E. coli CS (EC 4.1.3.7, Brookhaven 
Protein Data Bank No. 1K3P) való hasonlóság alapján szerkesztett 3D humán CS szerkezetét letöl-
töttük. 
Hepatitis B-vírus X-protein epitope predikció: A Chou-Fasman és Garnier-Ousguthorpe-Robson 
másodlagos szerkezet predikciós algoritmust (Phydrophobicity < 0; Pβ-turn > 1) és a Jameson-Wolf 
antigenitási indexet (PJW antigenity > 1) használtuk a HBX epitóp meghatározásához a Wisconsin GCG 
Programcsomag ProteinStructure programjából. 
 
T-sejt epitóp térképezés: T-sejt epitóp térképezést virtuális mátrix módszerrel végeztem, feltéte-
lezve, hogy kötés specifikus értékek hozzárendelésével és kombinálásával egy adott HLA szekven-
ciához történő hasonlóság alapján meghatározható a másik HLA zseb specifitása. A  TEPITOPE2000 
programmal a rendelkezésre álló mind a 25 HLA-II allélel vizsgáltuk a CS-t.  (DRB1*0101; 
DRB1*0102; DRB1*0301; DRB*0401; DRB1*0402; DRB1*0404; DRB1*0410; DRB1*0421; 
DRB1*0701; DRB1*0801; DRB1*0802; DRB1*0804; DRB1*0806; DRB1*1101; DRB1*1104; 
DRB1*1106; DRB1*1107; DRB1*1305; DRB1*1307; DRB1*1311; DRB1*1321; DRB1*1501; 
DRB1*1502; DRB1*0101). A HLA kötési zsebeket egyenlően súlyoztuk. Egy százalékos határér-
téket használtam a nagy valószínűséggel epitóp szekvenciák azonosítására. 
 
Epitóp predikció in vivo ellenőrzése 
Rekombináns HBX (aminosav 1-154) glutathion S-transzferáz (GST) fehérjét készítettünk. A 
korábban kifejlesztett rekombináns HBX elleni ellenanyagot használtuk, mely a 3F6-G10 klón ter-
méke. 
Vizsgált minták: 
a.) CS: Háromszáz-harmincnégy egészséges embertől származó 5 éves periódus alatt gyűjtött 
szérumot, valamint 326 autoimmun betegtől származó és 52 szívtranszplantált beteg vérmintáit ana-
lizáltuk. A vizsgált csoportokban a kor és nem aránya megegyezett. 
b.) HBX: Tizennégy HBV fertőzött akut hepatitiszes, 80 krónikus hepatitiszben szenvedő, 14 
tünetmentes HBV hordozó és 22 egészséges donor mintáit vizsgáltuk. 
Anti-CS autoantitestek immunszerológiai detektálása ELISA-val: Indirekt ELISA-t használtunk 
az anti-CS autoantitenstek kimutatásához és az eredményeket CS-t nem, de a többi összetevőt tar-
talmazó kontrollal hasonlítottuk össze. 
Epitóp térképezés tűhegy ELISA-val: Negyven, egymást 5 aminosavval átfedő, dekapeptideket 
szintetizáltunk a 9 prediktált epitóp régiónak megfelelően. A szintézis β-Ala-Gly-el 
funkcionalizáltatott polietilén tűkön történt Fmoc/tBu reagenssel a Geysen módszere szerint. 
CS azonosság keresése: Az antitest kötődését vizsgáló kísérleteink mellet a humán CS azonosságát 
vizsgáltuk az NCBI non-redundáns fehérje adatbázisában. Összehasonlításra a BLASTP2 progra-
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mot használtuk (E = 20000; Matrix PAM30; Gap cost Existence: 9 Extension: 1; Word size = 2, az 
adatbázis nagysága 2004 Szeptemberében 688 443 072 volt).  
Random peptid könyvtár szűrése: A fágok dúsítását az irodalomban korábban közöltek szerint 
végezzük: anti-HBX antitesttel dúsítást végeztünk több ciklusban, majd neutralizálást követően 
XL1-Blue E.coli-t fertőzünk velük. M13KO7 helper fággal történt felülfertőzés után a egy második 
dúsítási ciklust iktattunk be. A második ciklus után a fágokkal fertőzött majd M13KO7 helper 
fággal felülfertőzött XL1-Blue E.coli telepek nitrocellulóz membrán replikáját anti-HBX antitesttel 
hívtuk elő, majd negyven pozitív klónt választunk ki, amelyeket ELISA-val tovább teszteltünk. Az 
ELISA alapján tíz klónból DNS-t izolálunk, amit szekvenálunk. 
Biostatisztikai módszerek kombinált alkalmazása 
 
A statisztikai analízist egy IBM PC kompatibilis személyi számítógépen futtatott SPSS 9.0 
programcsomaggal végeztük. Az ELISA eredményeket regresszió analízisét mind a három csoport-
ban (akut, krónikus és hordozó) minden mintával minden minta ellen mátrixban elvégeztük (N, C, 
C1, C2, C3, X, X14-16). A 0,4-nél kisebb abszolút értékű regressziós koeficinenssel (|R| > 0,4) ren-
delkező és/vagy ahol a P érték 0,05-nél nagyobb párokat elvetettük. Az eredményeket táblázatban 
ábrázoltuk. 
 
 
Eredmények 
 
Automated Sequence Annotator (AUSA)- DNS szekvenálás eredményeinek automa-
tikus értékelése 
 
A hozzáférhető szoftverek segítségével, valamint saját szkriptjeinkkel és programjainkkal sike-
rült létrehozni egy automatikus rendszert. Ez a rendszer, emberi beavatkozás nélkül, a szekvenálás 
eredményeként kapott kromatogrammokat automatikusan, a szekvenátorra kötött Apple Power PC-
ről Unix (Linux/Solaris) platformra juttatja, majd azt automatikusan szerkeszti, szűri és adatbázis-
okban hasonlóságot keres. Végül a szekvenciát és a hozzátartozó eredményeket, valamint az auto-
matikusan fel nem dolgozható szakaszokat (pl: szekvenálási hiba, nem kielégítő minőség, rövidség) 
a felhasználónak elektronikus levélben elküldi. 
Szkriptünket, melyet AUSA (AUtomated Sequence Annotator) névre kereszteltünk, rendszeres, 
előre programozható időközönként indít el az operációs rendszer ún. cron job formájában. Az 
AUSA szkriptgyüjtemény, a kromatogrammokat egy kijelölt mappából, ahová a felhasználó másolta 
az annotálni kívánt szekvenciák kromatogrammját, AppleTalk protokoll használatával a netatalk 
kapcsolaton keresztül Unix rendszerre másolja. Itt szkriptünk gondoskodott a kromatogram fájlok 
biztonsági másolásáról és az annotációjáról. 
Az AUSA először a phred base-caller futatásával meghatározta a kromatogrammokból (.chr 
kiterjesztés) a szekvenciát (.seq) és az adott szekvencia bázisainak minőségét (.qual ), vagyis a 
hiba valószínűségét. Ezt követően elindítja az ACE (Automated CDNA Editor) programot. 
 
Automated CDNA Editor (ACE) 
 
Az ACE tetszőleges minőségi parméterek és primerek szerint képes egy adott szekvenált 
polinukleotidot szerkeszteni. A program bemeneti adatai a nukleotidhoz tartozó szekvencia (.seq 
file), a bázisokhoz tartozó minőségi értékek (.qual fájl) és konfigurációs file (.aconf file). 
 10
A program első lépésben egy helyi összerendezést (local alignmentet) végez az eredeti Smith-
Waterman algoritmussal az általunk megadott insert primerekkel. Itt megadható a találat, eltérés és 
hiányokhoz rendelt ún. gap-penalty értéke. Mivel a vizsgált szekvenciák rövidek, ezért a futási idő 
kisebb teljesítményű számítógépeken (Intel Pentium MMX 166MHz) sem jelent problémát. 
Ezt követően az általunk beállított paraméter segítségével a phed programmal meghatározott 
minőségi értékeknek megfelelően (.qual fájl) eltávolítja az alacsony, nem megfelelő minőségű 
részeket. Ennek az a szerepe, hogy az adatbázisokba beküldendő szekvenciák jó minőségűek legye-
nek. 
Amennyiben a vizsgált szekvencia poli-A szakaszt tartalmaz, a program eltávolítja azt is. 
ACE program kimenete egy az előbbieknek megfelelően „kurtított” szekvencia lesz, valamint 
egy pozitív egész szám. Ez a szám adja meg, hogy sikerült-e minden lépésnek eleget tenni, vagy 
valamilyen hibával történt a program leállása. Ezt a kilépéskor visszaadott értéket használja a prog-
ramot meghívó szkript a későbbiekben arra, hogy mi történjen az adott szekvenciával. A rövid, 
vagy nem megfelelő minőségű cDNS-eket külön könyvtárba mentjük, és a felhasználót e-mailen 
értesíti a szkript. 
A megfelelő minőségű és hosszúságú szakaszok alacsony komplexitású szűrését ezután a dust 
és seq programok végzik. A blastcli, kliens meghívásával, a BLASTN és BLASTX programokkal távoli 
szerveren végzünk hasonlóság keresést. 
A keresési eredményeket a btab programmal szkriptünk számára olvasható programmá alakít-
juk. Ezt az általunk írt ctab programmal vizsgáljuk. A ctab a parancssorban megadott paraméterek 
alapján visszaadja a kért számú és valószínűségű keresési eredményt (BLAST E és P érték). 
Ezt követően kerül hívásra a MAKEMAIL program. 
MAKEMAIL 
 
A MAKEMAIL program kimenete egy elektronikus levélben elküldhető fájl, mely megfelel az 
NCBI ajánlásának a GENBANK-ba történő adat elhelyezésnek. A program bemeneti adatai egy kon-
figurációs fájl, vagy ennek hiányában a parancssori paraméterek, ahol a beküldéshez szükséges az 
adott projekt nem változó adatai megadhatóak. A szekvenciát és hozzá tartozó hasonlósági adatokat 
a program a szekvenciaadatokból (.fasta, fasta formátum) és ctab/btab formátumú fájlokból 
kapja. 
A felhasználó a MAKEMAIL eredményét ellenőrizheti vagy beállítástól függően, kellő szigorú pa-
raméterek esetén (ACE és BLAST) továbbíthatja automatikusan a GENBANK-ba. A nem megfelelő mi-
nőségű és hosszúságú szekvenciák manuálisan ellenőrizhetőek. 
 
SWriter (Sheet Writer) – laboratóriumi munkát segítő program 
 
Szekvenálás előtt, az előkészített, 96-lyukú mikrotitter tálcákon lévő reakciókat 8 csöves 
Hamilton pipettával jutattuk a 64-lyukú gélre, mely a minták összekeveredését eredményezheti. A 
Hamilton pipetta csövei, és gél lyukai között osztásbeli eltérés van, ezért a pipettával minden máso-
dik lyukba juttathatunk mintát. 
A munka eredménye a SWriter valamilyen Unix rendszeren (pl. Solaris, BSD, Linux) futtatható 
program lett. A program vagy a manuálisan beírt mintaneveket, vagy azokat egy előre elkészített 
fájlból beolvasva, vagy a laboratóriumban használt rendszernek megfelelően a 96-lyukú lemez ne-
vének és abban lévő pozíciónak megfelelően generál 3 gél fájlt. Ezek a fájlok használhatóak utána a 
szekvenálás futtatására. 
A program használatával kiküszöbölhetővé váltak és megszűntek az elnevezésből adódó hibák. 
A név és gélfájlok archíválásával valamint egységes nevezéktan használatával nyomon követhetővé 
vált a minták gélre helyezése és a szekvenálás. 
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Immunglobulinok által felismert epitópok térképezése 
 
In silico epitóp térképezés és a kapott adatok in vitro validálása  
 
Normál és patológiás körülmények között nyert antitestekkel végeztük el a teljes konzervatív 
mitokondriális belső-membrán fehérje, a CS enzim, epitóp térképezését. Összehasonlítottuk az in 
silico predikciós és in vitro immunszerológiai eredményeinket. 
 
CS B-sejt epitóp predikció eredménye: 
Feltételezve, hogy az epitópok a fehérjék hidrofil régióiban vagy azok közelében helyezkednek 
el, 15 nagy valószínűséggel β-csavart (Pβ-turn > 1) és kevésbé hidrofil (Phydrophobicity < 0) régiót válasz-
tottunk ki. Ezek a régiók a CS molekula következő részét fedték le: 51-78, 85-91, 103-119, 127-
132, 138-161, 176-195, 217-239, 244-250, 261-269, 281-285, 302-309, 320-331, 354-364, 390-398, 
409-414, 448-463. 
A 3D modell figyelembevételével, két szekvenciaszakaszt kizárhattunk, mert bár megfeleltek az 
előbbi kritériumoknak, a molekula belső felszínén helyezkedtek el. A 103-119 és 302-309 
szegentumok a molekula belső részében az antitestek számára nehezen elérhetőn helyezkedtek el. 
A predikció és 3D szerkezet alapján 9 epitóp gyanús régiót különítettünk el: 51-90 (I), 124-163 
(II), 176-195 (III), 216-250 (IV), 261-285 (V), 320-339 (VI), 354-373 (VII), 390-414 (VIII), és 
447-466 (IX). Az eredmények immunszerológiai ellenőrzését tűhegy rendszerben vizsgáltuk, egy-
mást 5 aminosavval átfedő peptidekkel. 
 
CS T-sejt epitóp predikció eredménye: 
A 18-29, 35-88, 92-115, 119-131, 139-165, 195-237, 254-266, 306-319, 361-393, és 406-446 
aminosav szekvenciákat predektáltuk mint lehetséges T-sej epitópokat a virtuális mátrix módszer-
rel. Ezek a szekvenciák legalább az egyik virtuális HLA-hoz kötödést valószínűsítettek. A legalább 
10 virtuális HLA hoz kötődő régiót nagy affinitású, erős epitóp potenciállal rendelkező szekvenciá-
nak minősítettük. Kilenc erős T-sejt epitópot találtunk: (18-29, 57-83, 91-103, 119-131, 201-215, 
254-266, 306-319, 373-393, 415-427).  A 3D modellezés szerint két szakasz a CS molekula belse-
jében lévő α-helixen helyezkedik el. A prediktált 9 epitópból 4 átfedést mutat a feltételezett B-sejt 
epitópokkal: 57-60, 57-79, 255-266, 306-319, és 415-427. A 306-319 szakasz a molekula belsejé-
ben helyezkedik el. Három T-sejt epitóp a prediktált B-sejt epitópok mellet, azok közvetlen közelé-
ben helyezkedett el (T|B: 91-103|103-119, 119-131|103-119, 415-427|409-414).  
In vitro mért CS ELISA eredmények: 
A legalább az adott csoportban mért szérumok átlagánál két szórással (2SD) nagyobb szérumo-
kat tekintettük pozitívnak. A pozitív anti-CS IgG szérumok aránya 2-4 % minden csoportban. Az 
IgM szérumok 7-12 %-a volt pozitív, kivétel az autoimmun betegek csoportja, ahol 24 % volt a po-
zitívok aránya. Az ELISA pozitív szérumát használtuk további CS vizsgálatainkban. 
Tűhegy CS ELISA – immunszerológia epitóp térképezés eredményei: 
Az immunszerológiai epitóp térképezés eredményeit táblázatban foglaltuk össze. Jelentős kü-
lönbségeket találtuk a különböző szérumcsoportok epitóp felismerési mintázatában. 
A vizsgált 40 dekapeptid a humán belső-membrán mitokondriális enzim a CS 49 %-át fedte le. 
A 40 dekapeptidből 23-at (58%) több mint egy szérumcsoport ismerte fel; 8 peptidet (19%) csak 
egy valamelyik szérumcsoport ismerte fel. Kilenc eset (23%) egyetlen szérumcsoport sem ismert 
fel. 
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Harmincnégy peptid in silico jó immunológiai felismeréssel rendelkezett és 27-et (79%) bizo-
nyítottunk ezek közül immunszerológiailag pozitívnak. Tizenegy peptidet (32%) a legtöbb szérum 
felismert. Tizenhat peptid (47%) legalább 1 csoportban pozitív volt. Hét peptidet (21%) in silico 
prediktáltunk, de nem bizonyultak pozitívnak in vitro. Hat peptid nem prediktált régióban helyezke-
dett el. Ezek a szekvenciák egymáshoz közeli epitópok között helyezkedtek el, ezért történt szinté-
zisük. Három peptidet egyetlen szérum sem ismert fel, hármat legalább 1 csoport felismert. 
Bakteriofág könyvtárakkal végzett CS epitóp térképezés eredményei: 
A random peptid könyvtár segítségével két autoimmun beteg szérum mintáin a 145-150 
aminósav szekvencia tartományban kaptunk pozitivitást. Ez beleesett az előzetes in silico 
predikcióval megjósolt 138-161 immunogén régióba. Egy, a teljes CS molekulával történt immuni-
zálás után előállított monoklonális anti-CS ellenanyag specificitása (31-59 szekvencia) részleges 
egyezést mutatott a prediktált (51-78 szekvencia) régióval. 
 
HBxAg B-sejt epitóp predikció eredménye: 
A HBxAg 3D szerkezete még nem meghatározott. A fehérje 84 hidrofób aminosavat tartalmaz, 
ami a teljes molekula 54%-a. A molekula másodlagos szerkezetének in silico elemzése a Cho-
Fasman és Garnier-Osbourne-Robson algoritmusokkal kanyart valószínűsített a molekula N-
terminálisán és C-terminálisához közel eső részeken. A 75-130 aminosavak közötti rész a predikció 
alapján α-hélix szerkezetet valószínűsít. β-lemez struktúra a molekula egészében valószínűsíthető. 
Glikolizációs helyek nem ismertek. 
A Jamson és Wolf antigenicitási index alapján két szekvenciát (22-31 és 100-114) valószínűsí-
tettünk epitópnak. Az M13 filamentózus fág felszínen expresszáltatott random peptidfragmens 
könyvtár segítségével elvégeztük a monoklonális ellenanyag epitópspecificitásának meghatározását 
és a kapott – több módszerrel kontrolált – eredmények nem támasztották alá az epitóp predikciót. 
Az elvégzett epitópmeghatározás a 88-93 aminósav szekvencia területén igazolta az ellenanyag 
felismerőhelyét. 
In vitro mért ELISA eredmények: 
A HBxAg szérumszinteket szendvics-ELISA-val vizsgáltuk (Pál, megjelenés alatt). Az abszolút 
koncentráció 18 – 1800 ng/ml között széles sávban mozgott. A HBxAg koncentráció csoportátlaga 
magasabb volt az akut és krónikus csoportban, mint a tünetmentes hordozókban. A legnagyobb szó-
rást a krónikus hepatitiszes csoportban találtuk  
Az individuális különbségek homogének voltak csoportokon belül. Kivételt a krónikus hepati-
tiszben szenvedő betegek anti-HBX IgG izotípusában figyeltünk meg. A legerősebb HBX ellenes 
választ a leghosszabb rekombináns fragmentum (10-143) adta, IgM és IgG izotípusokkal. Az első, 
rekombináns C fragmentum (C1: 79-117) pozitív volt krónikus hepatitiszes betegek szérumában 
IgM és IgG izotípusokkal. Ugyanezen a szakaszon az IgG izotípus erős pozitivitást mutatott akut 
hepatitiszes és egészséges hordozó egyének esetében. A C1 fragmentumon jelentős pozitivitást nem 
mutatott krónikus hepatitiszben és hordozóknál. A többi vizsgált peptid kismértékű pozitivitást mu-
tatott, minimális individuális variációval. Az egészséges kontrollok konzekvensen nem reagáltak az 
összes antigén esetében. 
 
 
A multiparametrikus biostatisztikai kiértékelés eredményei 
 
A HBX szérumok koncentrációja és anti-HBX antitest titerek korreláció analízise tisztázta a rej-
tett összefüggéseket a különböző csoportok és paraméterek között. 
Akut hepatitiszben erős és homogén korrelációt találtunk a szérum anti-HBxAg IgM antitest és 
HBxAg szérumkoncentráció között. A IgG típusú antitestek magas korrelációt mutattak a C1 frag-
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mentum felismerésében, míg összefüggést az N fragmentummal (N-terminális) nem találtunk. A 
szérum HBxAg szint és a leghosszabb fragmentum (X: 10-143) közötti szoros összefüggés a mate-
matikai módszer erősségét bizonyítja. 
Krónikus hepatitiszben, IgG dominanciát találtunk és a C fragmentum (C: 79-143) felismerésé-
vel való fokozott korrelációt. Összefüggés az N-terminális fragmentum felismerésében és HBxAg 
szérumkoncentráció között nem tudtunk kimutatni. A HBxAg szérumszintje közepes mértékben 
befolyásolta a C terminális (C: 79-143) és a leghosszabb fragmentum (X: 10-143) elleni IgG vá-
laszt. Az IgM reaktivitás tekintetében domináns régió az N és C terminális fragmentumok voltak 
(N: 1-31; C: 79-143), bár statisztikailag szignifikáns összefüggés nem volt kimutatható a hasonló 
szérumcsoportok között. 
 
Megbeszélés 
 
 
A molekuláris biológiai és immunológiai laboratóriumi munka szerves részét képezik az in silico 
vizsgálatok. A statisztikai módszerek alkalmazása már a korai időszakban minőségi változást hozott 
az élő természettudományok eredményeinek kiértékelésében. A számítógépes programok megjele-
nése tette lehetővé a nagy adathalmazok gyors feldolgozását. További fejlődést hozott a korszerű 
programozási nyelvek kialakítása és a nagyteljesítményű hardverek – személyi számítógépek - piaci 
árának gyors csökkenése az 1990-es évek elején. Mivel a felhasználói kör gyorsan bővült és a bio-
lógiai kutatásban közvetlenül résztvevők is meg tudták oldani azokat a programozási feladatokat, 
melyeket korábban csak speciálisan képzett, alkalmazott matematikai és informatikai tudással ren-
delkező szakemberek voltak képesek. Így, az elmúlt tizenöt év során egy új tudományág, a 
bioinformatika fejlődött ki. 
A fejlődés két irányban folytatódott: egyrészt a nagy adathalmazok kezelése és bonyolult belső 
összefüggéseinek analizálása, másrészt a meglevő adatokból új, még nem vizsgált, de valószínűsít-
hető összefüggések feltárása. Az adathalmazok kezelése nemzetközi összefogást is jelentett és ki-
alakultak a világhálón bárhonnan elérhető biológiai adatbázisok, melyek a genetikai és proteomikai 
kutatásokban napjainkra már nélkülözhetetlenekké váltak. 
Az élő szervezeteket felépítő molekulák 3D szerkezetének vizsgálata már fél évszázados múltra 
tekint vissza. Alapvető megfigyelések történtek a biomolekulák struktúráinak modellezésével (pl. a 
DNS vagy a különböző kötőszöveti rostok szerkezete).  A bioinformatikai predikció, mint kutatási 
módszer első alkalmazása már az 1970-es években megkezdődött. Ez a terület is a hardver- és 
szoftver-fejlesztéseknek köszönhetően az elmúlt évtizedben általánosan használttá vált. 
Mindezzel az extenzív fejlődési folyamattal párhuzamosan megjelentek a kritikai hangok is és 
szükségessé vált mind az adatbázis struktúrák, mind a predikciós technikák kritikai elemzése, az élő 
rendszereken mért adatokkal történő folyamatos összevetése. 
Munkám mind az adatfeldolgozásra, mind az adatbankok segítségével történő predikcióra kiter-
jedt. Mindkét témakör a biológiai kutatás szolgálata mellett felvetette a bioinformatikai módszerek-
kel kapott eredmények gyakorlati használhatóságának kérdését. 
Az első kutatási témakörben bemutatott, a szekvenálást segítő szoftver-fejlesztés a gélre történő 
mintafelvitelt és az adatok nyomon követését könnyítette meg és minimalizálta a mintatévesztésből 
adódó pontatlanságokat, nagyfokban megnövelve a mérési biztonságot. Fejlesztésünk megelőzte az 
azóta a piacon megjelent hasonló programokat. Az SWriter program, melyet 1997-ben fejlesztet-
tem ki, az Uppsalai Egyetemen 1997-től 2002-ig terjedő időszakban volt használatban. A professzi-
onális szoftverfejlesztő cégek termékei hasonló problémákat oldanak meg, különböző algoritmusok 
alapján, de az általam kifejlesztett program a laboratórium speciális problémáit (az EST és minták 
elnevezései) figyelembe véve tudta az adatkezelést megoldani. A szoftver GPL (General Public Li-
cence) engedély birtokában készült, Linux operációs rendszerben. A célalkalmazás – a széleskörű 
felhasználás lehetővé tétele – nem igényelte az iparjogvédelmet. 
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A második kutatási témakörben végzett munkám az EST szekvenálás eredményeinek automati-
kus feldolgozását, annotálását és nemzetközi adatbázisokba történő automatikus továbbítását tette 
lehetővé. Nagy mintaszámokon végzett szekvenálások esetében ez az automatizált feldolgozás és 
adattovábbítás meggyorsítja ugyan az eredmények kiértékelését és továbbítását, de bizonyos számú 
adatvesztéssel is együtt jár. Ez manuális munkával ugyan korrigálható, de az időközben végbement 
technikai fejlődés, a szekvenálás gyorsabbá és olcsóbbá válása mindenképpen igazolta eredeti el-
képzelésünket, jelentős munkaidő megtakarítást és költséghatékonyság növekedést eredményezett. 
Ugyan az operációs rendszerek fejlődése eredeti formájában már nem teszi lehetővé az 1998-ban 
kifejlesztett szoftverem mai használatát, de adaptálása folyamatban van. Ez a szoftverfejlesztés is 
GPL alapon történt, Linux operációs rendszerben. Az időközben végbement hardver és szoftverfej-
lesztések teszik szükségessé az új adaptációt. 
A harmadik témakörben több immunológiai predikciós technika összehasonlítását és kritikai 
elemzését végeztük el. Az in silico epitóp predikció a bioinformatika gyorsan fejlődő ága volt az 
elmúlt évtizedben. Mind az elméleti kutatásban, mind a gyakorlati biotechnológiában új perspektí-
vák nyíltak meg az immunológia területén a bioinformatikai módszerek kiterjedt használatával, 
ugyanakkor a számítógépes predikció korlátai is hamar felismerésre kerültek. Szisztematikus össze-
hasonlító vizsgálatokat azonban csak elvétve végeztek az egyes predikciós technikák tesztelésére. 
Ezért kezdtünk célzott vizsgálatokat egy jól jellemzett modellben az előzetes in silico predikció és 
az in vitro mért immunszerológiai eredmények összehasonlításával. 
A biológiai mintákon elvégzett in vitro méréseink az esetek jelentős részében egyeztek az in 
silico bioinformatikai eredményekkel, de igen jelentős számban kaptunk attól lényegesen eltérő 
adatokat is. Az általunk választott citrát szintáz modell alkalmas volt a technikai hibák kizárására 
azzal, hogy a predikció eredményei alapján kifejlesztett szintetikus peptidkönyvtáron mért adatok, 
valamint kétféle (M13 filamentózus, ill. lambda) random fágkönyvtárak segítségével végzett méré-
sek eredményeit tudtuk összehasonlítani. A szintetikus peptid könyvtárral 40 szintetikus dekapeptid 
epitópot vizsgáltunk, melyek előzetes in silico predikció alapján kerültek kiválasztásra. Az 
immunszerológiai mérésekkel 32-50% között találtunk in vitro felismerést az egyes csoportokban 
(egészséges, autoimmun beteg és szívtranszplantálak csoportjai). Az összes szérum a prediktált 
epitópok 79 %-át ismerte fel, azaz 21%-ban egyetlen szérum sem mutatott pozitivitást. Az in silico 
predikció és az in vitro mért eredmények közti eltérések ugyanolyan értékes kutatási eredménynek 
bizonyultak, mint a bizonyított egyezés az in silico és in vitro adatok közt és összhangban vannak a 
korábbi irodalmi adatokkal. Ugyan az elmúlt években sokat tökéletesedtek a predikciós algoritmu-
sok, az általunk is leírt pontatlanságok felvetették egy „poszt-predikciós” irányzat szükségességét, 
melyben speciális biobankok mintáin végzett kontroll vizsgálatok felhasználásával a meglevő 
bioinformatikai technikák speciális irányokba továbbfejleszthetők. A predikciós technikák jelenleg 
ugyanis egy „általános” immunreaktivitást jósolnak meg, a mérések pedig konkrét egyének, aktuális 
immunreaktivitását tükrözik. A nagyfokú alkalmazkodóképesség, tehát a változékonyság éppen az 
immunrendszer egyik alapvető sajátja, ezért elméletileg is evidens, hogy a jelenleg használt adatbá-
zisok finomításra szorulnak, szakosodott adatbankok kialakítására van szükség. Megállapításunk 
ugyan kézenfekvőnek tűnik, de a témában közölt dolgozatunk az egyik első, valós adatokon történt 
összehasonlítást bemutató munka volt és összhangban áll korábbi – részben saját - megfigyelések-
kel. 
A negyedik témakörben valójában már széles körben és régóta alkalmazott, egyszerű 
biostatisztikai technikákat használtuk fel és a korszerű adatfeldolgozás segítségével tettük alkal-
massá nagyszámú immunszerológiai minta több szempontú kiértékelésére. A méréstechnikák fej-
lődése lehetővé teszi napjainkban, hogy nagyszámú mintát párhuzamos, több szempontból vizsgál-
junk. Ezeknek a multiparaméteres vizsgálatoknak a kapott eredmények kiértékelése szab határt. Az 
általunk alkalmazott mátrixstatisztikai eljárás (nagyszámú mérési mintán végzett regresszió analí-
zis) segítségével sikerült jól jellemezhető prognosztikai csoportokat kialakítanunk és bizonyítanunk, 
hogy a Hepatitisz B vírusfertőzésen átesett és tünetmentes hordozóvá váltak csoportjában kik azok, 
akik fokozottan veszélyeztetettek az elsődleges májrák kialakulása szempontjából. A technikai 
szempontból egy adaptációt jelentő munka tehát új összefüggések feltárására vált alkalmassá és az 
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összeállított biostatisztikai panel további, hasonló klinikai és epidemiológiai feldolgozásokban is 
alkalmazható). 
 
Mind a négy témakörben munkám a bioinformatika aktuálisan legfontosabb irányaihoz kapcso-
lódott és a tudományág gyors fejlődését bizonyítja, hogy a tézisek benyújtása előtt nyolc évvel kez-
dődött munka egyes elemeit ma már túlhaladta a fejlődés. Ugyanakkor mind a négy tématerületen - 
a nemzetközi publikációinktól függetlenül is - gyakorlati felhasználás bizonyította a kutatási fázis 
eredményességét. 
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munkájukkal közvetlenül vagy közvetve segítették téziseim elkészítését.  
 
Prof. Németh Péternek, Témavezetőmnek, aki Svédországból való hazatérésem után a megkezdett 
tudományos munkámat felkarolta, és irányított kutatásaim folytatásában. Támogatásával és intelme-
ivel sikerült összeállítanom disszertációmat, a tudományos kérdéseimet megfogalmazni. Baráti 
(olykor éjszakákba nyúló) beszélgetésekkel bevezetett az immunológiába és az Immunológiai és 
Biotechnológiai Intézet nagyszerű társaságába. 
 
Björn Anderssonnak, Martti Tamminak a bioinformatika tudományának megismertetésért, az 
alapokba való bevezetésért, a hasznos tanácsokért és együtt töltött hosszú baráti diszkussziókért. 
 
Prof. Szabó Gyulának a PTE-ÁOK Fogászati és Szájsebészeti Klinika vezetőjének, hogy határo-
zott döntéseivel támogatta szakmai képzésem és munkám megszületését. 
 
Dr. Olasz Lajos Tanár Úrnak, a Szájsebészeti Osztály vezetőjének, közvetlen munkahelyi főnö-
kömnek, aki mellett a szájsebészetet tanulom, a bíztatásért és támogatásért és ahhoz, hogy megfele-
lő gyakorlathoz juttatottam, hogy értékes tanácsaival segített tudományos munkám létrehozásában. 
 
Dr. Berki Tímeának, Dr. Balogh Péternek a kézirat készítése során nyújtott kritikus észrevétel-
ükért és hogy munkámhoz alapvetően szükséges, immunológiai problémákban irányítottak.  
 
Pál Józsefnek, Nagy Gergelynek, Dr. Czömpöly Tamásnak, Dr. Kvell Krisztiánnak, Dr. Boldi-
zsár Ferencnek, Engelmann Péternek és az Immunológia és Biotechnológiai Intézet PhD és TDK 
hallgatóinak a segítséget és kellemes hangulatban együtt töltött időt. 
 
A PTE-ÁOK Immunológia és Biotechnológiai Intézet dolgozóinak a kísérletes munkában nyúj-
tott segítségért, a baráti fogadtatásért.  
 
A PTE-ÁOK Fogászati és Szájsebészeti Klinika dolgozóinak, a támogatásért és segítségért, hogy 
munkám, a napi rutin feladataim mellett kutatásaimat végezhessem. 
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Abstract: 
 
 
 
Bioinformatics or computational biology is the use of techniques from applied mathematics, 
informatics, statistics, and computer science to solve biological problems. It is one of the most 
dynamically researched fields within science. It is one of the youngest among sciences. It has 
changed from biostatistics and molecular modeling to one of the most dynamically evolving science 
in the last half century. It connects biology with informatics. Thanks to the modern computer 
performance and development in algorithms in silico research become a good alternative to in vitro 
research. 
 
The focus of this thesis is bioinformatics, program development, the use of bioinformatic tools 
and biostatistics.   
The work included software development to help the lab work in large scale DNA sequencing 
projects. This resulted in the swriter program which eases the loading of gels from microtitter 
plates with Hamilton pipette. A software system a collection of scripts and programs were written to 
help data assessment in large scale DNA sequencing projects. 
We have used a well-conserved mitochondrial inner membrane antigen – citrate synthase to 
develop a model for comparative analysis of the predicted and the immunoserologically verified 
epitopes of circulating autoantibodies. Epitopes were predicted using accepted tools: the GCG 
Wisconsin package and TEPITOPE 2000. An overlapping multipin ELISA assay – covering 49% of 
the citrate synthase molecule – was developed to map autoantibody epitopes of individuals (healthy, 
systemic autoimmune, and heart transplanted) in different immunopathological conditions. 
We also used the HbxAg model to compare the epitope specificity, determined with phag 
random display libraries, with patient sera in different immunological states (active hepatitis, 
chronic hepatitis and symptomless carriers) and our MAb to our in silico predictions. 
In the thesis a novel use of biostatistical methods is presented to clarify the hidden correlations 
among different parameters and groups within biological data. Correlation between the HBx serum 
concentration and anti-HBx antibody titers was analyzed by regression analysis enables to clarify 
the hidden correlations among different parameters and groups, which may have prognostic 
consequences. 
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Introduction 
 
 
Bioinformatics or computational biology is the use of techniques from applied mathematics, 
informatics, statistics, and computer science to solve biological problems. It is one of the most 
dynamically researched fields within science. 
Research in computational biology often overlaps with systems biology. Major research efforts 
in the field include sequence alignment, gene finding, genome assembly, protein structure 
alignment, protein structure prediction, prediction of gene expression and protein-protein 
interactions, the modeling of evolution and biostatistics.  
The terms bioinformatics and computational biology are often used interchangeably, although 
the latter typically focuses on algorithm development and specific computational methods. (In the 
biology-mathematics-computer science triad, bioinformatics will intimately involve all three 
components while computational biology will focus on biology and mathematics.) A common 
thread in projects in bioinformatics and computational biology is the use of mathematical tools to 
extract useful information from noisy data produced by high-throughput biological techniques. (The 
field of data mining overlaps with computational biology in this regard.) Representative problems in 
computational biology include epitope prediction, and the prediction of gene regulation with data 
from mRNA microarrays or mass spectrometry. 
The results of modern molecular biology and immunology with the algorithm and computational 
power increase in the 20th Century, made bioinformatics one of the most dynamically developing 
field of research.  
The efficient fine molecular mapping techniques are requiring the solution of specific 
(bio)informatical problems for the better understanding of the relation between the bimolecular’ 
structure and functions. State-of-the art microanalytical techniques are able to analyze distinct 
submolecular characters and combine them with biological functions; however, the extended 
applications of conventional laboratory methods are time and resource consuming. The 
development of computation power and algorithms to analyze biological data increased the 
efficiency of laboratory research and diagnostics during the last decade, and by the use of in silico 
research tools, the development of drugs or vaccines became more efficient and cost effective. 
Various algorithms are available for calculation of immunogenity index and predicting epitopes 
on antigens for further immunological studies. Most of these techniques involve calculations based 
on scales of values for the twenty amino acids reflecting their likelihood of occurrence at the 
surface of proteins or as part of secondary structures, such as helices or beta-bends. The most 
successful of these algorithms use scales related to the water solubility of the individual amino 
acids. In particular, the highest success rates are obtained by using hydrophilicity scales that 
emphasize the charged and pola,m ,r amino acids, but are not overly selective for either positive or 
negative charges. Such a method can correctly pinpoint major antigenic sites on the proteins of most 
well-characterized infectious organisms. 
Drug design - including vaccine development - needs efficient assistance in selecting the 
possible candidate molecules for novel and improved drugs in all fields of treatment and in the 
prevention of infectious diseases caused by resistant micro organisms, the hazard of bio-terrorism, 
or bio-therapies for cancer, organ transplantation as well as autoimmune diseases. By predicting 
epitope one would be able to develop specific monoclonal antibodies with short peptide 
immunization raising antibodies cheaper and quicker. 
The genome-based vaccine research opened new potential issues for the selection of the targeted 
antigens using in silico predictions for analysis of the genomes and using set of recombinant 
techniques to express the potential antigen fragments. Laboratory diagnostics, drug design and 
vaccine developments are intensively growing areas of current medical biotechnology where 
computing techniques play an essential role. However, the evidence based verification of these 
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bioinformatically predicted epitopes targeted by autoantibodies has been the focus of recent studies 
only. 
Our major goal was to compare and evaluate the data of in silico predictions with the results 
of in vitro immunoserological measurements in a well-characterized model: fine epitope specificity 
of circulating autoantibodies was determined and analyzed on the mitochondrial citrate synthase 
(CS) enzyme to assess the value of predicted and immunoserologically verified epitopes under 
normal and different pathological conditions. 
 
 
Epitop prediction: 
 
The study of immunological recognition, its modifications by molecular interactions and the 
physico-chemistry of antigens is the mainstream of today’s immunological research. The 3D 
structures of hydrophilic/hydrophobic and electrostatic interactions an antigen play an important 
role in immunological recognition and response. The surface characteristics of a given molecule is 
determined primarily by its amino acid sequence. 
It was the development of MAb techniques, what made possible the detailed characterization of 
epitope-paratope interactions through well defined model experiments. The data collected by these 
experiments clarified our knowledge about epitope recognition. 
Epitope or antigen determinant is that part of a molecule what is recognized by antibodies. 
Epitopes are relative entities, because complementary paratopes are needed for their recognition. 
Epitopes have antigenic reactivity, they are able to bind to antibodies, and they are able to induce 
immunresponse (antiidiotypic response). 
 Protein surfaces may be regarded as a network of overlapping epitopes. Among these epitopes 
there are immundominant and less reactive epitopes. The number of epitopes on any given surface 
is defined by the number of MAbs which may be produced against the protein. X-ray 
crystallography localized the epitope-paratope binding to an area of 20Å x 30Å on the molecular 
surface. It is unlikely that this epitopes are composed of amino acids following each other – linear 
epitopes. It is much more likely that these epitopes are conformational epitopes.  
From an immunological point, both linear and conformational epitopes are important. From the 
immunbiotechnological point linear epitopes are more important. 
It is only the X-ray crystallography and NMR which determine the exact epitop-paratope 
binding. Other methods (e.g.: mass spectroscopy, overlapping peptide libraries) give only an 
estimation of the epitope-paratop binding.  
The rapid development of informatics and our knowledge of epitope-paratop binding made it 
possible to predict epitopes from the primary sequence of a molecule. These algorithms predict the 
tertiary structure or other attributes (secondary structure, mobility, hydrofobicity, hydrofilicity etc.)  
of a possible epitopes from the primary structure (amino acid composition) of a sequence.  
All prediction methods work along the same principles. A table is constructed, a value describing 
a given attribute of an amino acid as a possible epitop (secondary structure, mobility, hydrofobicity, 
hydrofilicity, acrophylity etc.) is assigned to each of the 20 amino acids. When making a prediction 
profile, these values are summed in a 5-21 amino acid long window which is moved along the 
examined sequence. The results are plotted and presented in table (e.g.: in case of a hydrophilicity 
profile, the higher values correspond to more hydrophilic regions). To avoid extremes in the profile, 
the next step is refining the results. There are two widely accepted methods to do this: Karplus and 
Schulcz weight the positions in the window; van Regenmortel uses a Gaussian distribution. Prior to 
predicting epitopes, the profile is normalized. 
Most methods predict epitopes from the primary sequence through the analysis of secondary 
structure or some attributes of the composing amino acids. These examined attributes may include 
the hydrofobicity, hydrofilicity, acrophility, mobility, atomc mobility, α-helix and β-sheet structure 
probability of the composing amino acids. Several tools were developed for the use of these 
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methods. Simpler software such as the HYDRO use one method, while the more advanced tools 
(e.g.:  Wisconsin GCG Package, PrediTop) use several of them. 
The amino acid composition, hydrogen bonds, the side-chain interaction define the secondary 
structure of proteins, the α-helix and β-sheet regions. Approximately 50% of a protein is located at 
turns, while 50% in repeated structures (25 % in α-helix and 25% in β-sheet). The secondary 
structure determines the antigenity of a protein. 
The α-helix and β-sheet are hydrophobic regions, usually localized inside the molecule, while the 
flexible turns and curves are positioned on the hydrofil surface of the molecule. These presumptions 
are used in the Chou-Fasman and Garnier algorithms which has a detection rate of 55-70% of 
epitopes. 
Hopp and Wood algorithms presumes that hydrofilic regions are located on the surface of a 
molecule. The hydropathic index of Kyte and Dolittle assumes the water solubility of side chains, 
Parker, Guo and Hodges examined the hydrofilicity of amino acids with HPLC. Hopp’s 
akrophylicity index was created by studying the surface exposition of amino acids on 49 proteins 
with known structure. The Karplus and Shultz flexibility index correlates flexibility with surface 
probability. Welling studied the amino acid composition of 606 epitops on 20 proteins. In his study, 
all positions within an epitope were weighted evenly. This is to be considered, using his method, 
since there are significant positions in an epitope, which has a dramatic effect on immunogenity. 
The studies of Jameson and Wolf proved that combining different methods will improve epitope 
prediction. In their studies 5 different algorithms were used simultaneously, increasing specificity, 
without decrease in sensitivity. 
Effectiveness of a method is depending much on the used algorithm, the examined protein, the 
circumstances (protein, immunological state etc.) used for fine tuning the method. The specificity 
and sensitivity in increased if we use an algorithm, trained similar way to the circumstances it is 
used for predicting epitopes.   
Epitope prediction had become a self-standing branch of bioinformatics. With the in silico 
prediction of epitopes there are new possibilities in research. The time needed to produce new 
antibodies is shortened, the laboratory work is less (one may immunize with a given, specific 
sequence only).  It is possible to develop new vaccines against microorganisms and diseases (e.g.: 
hepatitis, HIV, influenza, caries). 
In silico research opened new perspectives in immunobiology. However without the proper 
knowledge of the limitations the results may be interpreted falsely. 
The further development, improvement of novel and existing algorithms and tools are 
necessary, on well characterized large samples to improve our understanding of epitop-paratop 
binding. 
 
Aims 
 
 
My aim was to develop new and improve existing bioinformatic tools and methods applicable in 
molecular biology and immunological research, as well as their critical review. I was concentrating 
on 4 areas: 
1. Software development to help the lab work in large scale DNA sequencing projects. 
2. Software development to help data assessment in large scale DNA sequencing projects. 
3. The in vitro immunoserologiacal validation of in silico predicted epitopes. 
4. The combined use of biostatistical methods to assess the connection among biological data. 
 
 
 6
Materials and methods 
 
Bioinformatic tools helping large scale DNA sequencing 
cDNA library, template preparation and sequencing: The cDNA library was constructed with 
oligod(T)-primed T. cruzi CL Brener epimastigote polyA+ RNA, by directional cloning into a 
pT7t318D phagemid vector with a modified polylinker. The library was subsequently normalized to 
reduce the representation of abundant mRNA species. The cDNA library was transformed into 
DH5-alpha strain of E. coli and more than 23 000 individual colonies were randomly picked and 
ordered into 384-well microtiter plates. 
Automated fluorescent cycle sequencing reactions were performed using dye-primer cycle 
sequencing chemistry. The ABI Prism™ -21M13 fluorescent dye-labeled primer kit (and 
DYEnamic direct cycle sequencing using T7 dye-labeled primer, were used as described by the 
suppliers. In both cases, a Beckman Biomek 2000 robotic workstation was used for aliquoting and 
mixing of the reagents. Cycling reactions were run in a GeneAmp 9600 thermal cycler or a PTC-
225 Peltier thermal cycler (MJ Research), followed by ethanol precipitation of the sequencing 
reaction products as described. The samples were analyzed on ABI 373 or ABI Prism 377XL DNA 
sequencers (Applied Biosystems) according to the protocol. 
Sequence analyzing system: For sequencing an ABI Prism ® 377XL was used. The raw data was 
analyzed on an Apple Macintosh Power PC with ABI Prism® DataCollection Software. 
Programming and compiling: Scripts were written in bash. Programming was done in C++ and 
complied with GNU GCC.  
Epitope mapping 
In silico epitope prediction 
B-cell epitope prediction:  
Mitocondrial CS epitope prediction: The human mitochondrial CS sequence (EC 2.3.3.1; Gene 
Bank accession no. PID O75390) used for prediction analysis was obtained from the protein 
sequence database. 
To localize the potentially antigenic sites, we have predicted β-turns of CS protein segments 
using the Chou-Fasman secondary structure prediction method and hydrophobicity predictions by 
Eisenberg. In both cases, windows of seven amino acids were used in MS Excel applying the 
original matrices of the authors. Segments with high probability of β-turn secondary structure (Pβ-
turn > 1) and low probability of hydrophobicity (Phydrophobicity < 0) were selected. We also used the 
PepPlot, PeptideStructure and PlotStructure programs of the GCG Wisconsin Package for surface 
probability (Psurface > 1), Jameson-Wolf antigenity index (PJW antigenity > 1) (Jameson and Wolf, 1988) 
and hydrophilic regions (PHW hidrophilicity > 1) to fine tune our prediction results. 
Swiss-Model Automated Protein Modeling Server was used to obtain a 3D model of human CS, 
based on homology E. coli CS (EC 4.1.3.7, Brookhaven Protein Data Bank No. 1K3P. 
Hepatitis B-virus X-protein epitope prediction: The Chou-Fasman and Garnier-Ousguthorpe-
Robson secondary structure prediction algorithms (Phydrophobicity < 0; Pβ-turn > 1) and the Jameson-
Wolf antigenicity index (PJW antigenity > 1) was used for HBX epitop prediction in the Wisconsin GCG 
Packag ProteinStructure program. 
 
T-cell epitope prediction: T-sejt epitóp térképezés: T-cell epitope prediction was done by a 
virtual matrixes method formed by assigning and combining pocket-specific quantitative binding 
values derived from one HLA allele to other alleles via HLA sequence comparison, using the 
TEPITOPE2000 program. Scanning was performed with all the 25 HLA-II alleles available in the 
program (DRB1*0101; DRB1*0102; DRB1*0301; DRB*0401; DRB1*0402; DRB1*0404; 
DRB1*0410; DRB1*0421; DRB1*0701; DRB1*0801; DRB1*0802; DRB1*0804; DRB1*0806; 
DRB1*1101; DRB1*1104; DRB1*1106; DRB1*1107; DRB1*1305; DRB1*1307; DRB1*1311; 
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DRB1*1321; DRB1*1501; DRB1*1502; DRB1*0101). HLA binding pockets were weighed 
evenly. A 1% threshold value was used to select the high specificity probable epitopes. 
In vivo validation of epitope prediction 
Recombinant HBxAg overlapping fragments and synthetic peptide fragments were used for the 
development of the assay. 
Examined samples: 
a.) CS: Serum samples, from healthy individuals collected during a 5-year period (63 healthy 
Hungarian, 51 healthy British and 176 healthy Finnish adult blood-donors, and 44 serum samples 
from healthy infants), samples of patients with systemic autoimmune diseases (326 clinically well-
documented cases) and sera of 52 heart transplant patients were analyzed. The age and sex ratios of 
patient groups were matched. 
b.) HBX: Sera of patients suffering from 14 HBV positive acute and 80 chronic hepatitis and 
those taken from 12 healthy HBV carriers were compared with 22 healthy - HBV negative - serum 
samples. The sera were pre-tested for HBV positivity by HBsAg and HBcAg specific ELISA 
(Dialab, Hungary). 
Immunoserological detection of anti-CS autoantibodies with indirect ELISAl: Indirect ELISA 
was used for immunoserological detection of anti-CS autoantibodies. The results were compared to 
controls containing no CS but all the other components, no primary sera, and no secondary anti-
human IgG-HRPO or anti-human IgM HRPO. 
Epitop mapping with pin-attached ELISA: Forty decapeptides overlapping five amino acid 
residues were synthesized, corresponding to the nine regions predicted, on β-alanyl-glycine 
functionalized polyethylene pins with Fmoc/tBu chemistry according to Geysen’s method. 96-well 
polystyrene ELISA plates and pin-bound peptides were the hardware of epitope mapping. The color 
reaction was developed with o-phenylenediamine and measured on iEMS MF micro photometer at 
492 nm (OD). The data were analyzed with Ascent Software V.2.4.2. 
CS homology searches: In addition to the antibody binding experiments, we have compared the 
sequence of epitopes of human CS with that of proteins present in the non-redundant protein 
database by BLASTP2 program. (Expect = 20000; Matrix PAM30; Gap cost Existence: 9 
Extension: 1; Word size = 2, database size as of September 2004 = 688 443 072). Immumologically 
relevant hits showed homology with proven or hypothetical CS, but only negligible similarity was 
found between CS and non-CS proteins. 
Screening of random peptid library: The filamentous phage library displaying nine amino acid 
random peptides as a fusion to the N-terminal of the M13 major coat protein VIII was constructe. 
The affinity selection of phages with our anti-HBX Mab was performed using the biopanning 
technique. Forty positive clones were selected and tested further with ELISA. According to the 
results of ELISA 10 clones were selected for sequencing. 
Combined application of biostatistical methods: 
 
Statistical analysis of the collected data was done using on an IBM PC, running SPSS for 
Windows, release 9.0. The regression analysis of ELISA results in all 3 groups (acut, chronic and 
carrier) were performed against all samples in a matrix (N, C, C1, C2, C3, X, X14-16). Pairs with an 
absolute regression value of less than 0.4 (|R| > 0.4) and/or P value was larger than 0.05 (P > 0.05) 
were rejected. Results were presented in a table. 
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Results 
 
Automated Sequence Annotator (AUSA) 
 
With our scripts and programs and applications available freely we developed an automated 
system. This system a collection of programs and scripts was capable of without human 
intervention transfer the chromatograms from an Apple computer to Unix platform, and then 
screens, quality assess and edits the sequences. In the next step, the sequences are homology 
searched to local and public databases, finally annotated and organized in an e-mail form to be 
submitted to databanks after manual editing and confirmation of the results.  
Our script is called AUSA (AUtomated Sequence Annotator) is run as a cron job in given 
intervals automatically. The AUSA scripts move the chromatograms from a given directory, transfer 
it from the sequencer connected Apple Power PC to a UNIX/Linux machine through netatalk 
protocol. Here the script performs automatic backup and invokes the phred base-caller. Phred base 
calls the sequences from the original chromatograms (.chr extension) and gives a sequence 
(.seq) and a quality file describing the quality of the given sequence (.qual ). In the next step 
ACE (Automated CDNA Editor) is called. 
 
Automated CDNA Editor (ACE) 
 
The ACE program, developed by us, quality cuts and edits a given sequence (.seq file) 
according the quality of sequencing (.qual file), and command line input or config file (.aconf 
file). 
In the first step the program performs a local alignment according the original Smith-Waterman 
algorithm with freely given primers (gap-penalty, extension score, match score).  Due to the short 
sequences (limited by sequencing performance to max. ~500 bases) running time is fast even on 
Intel Pentium MMX 166MHz. 
In the second step, low quality regions are removed. In case of poliA tails these sequences are 
removed too. 
The output of ACE program is a clipped sequence and an integer. The later determines if all 
steps could be performed, or there was an error and the program was terminated with an error. This 
integer is used later by the invoking script to decide the future of the given sequence (good, bad, 
needs manual checking).   
The next step is low complexity screening with the dust and seq programs. The blastcli client 
runs BLASTN and BLASTX programs, thus performs homology searches. 
Results are tabulated with btab program.  Results are analyzed by our ctab program. 
Next the MAKEMAIL program is invoked. 
MAKEMAIL 
 
The MAKEMAIL program makes a file in NCBI batch submission for to be submitted to GENBANK 
via e-mail. The input of the program is a configuration file, or command line options, where data 
necessary for submission (project name, references, authors etc.) are given. The program receives 
the sequence data from the edited fasta format sequences (.fasta file, ACE edited sequence) and 
the ctab/btab format search result files.  
The user may check the output of MAKEMAIL prior submission. This is strongly recommended 
even in the case of strict ACE and BLAST parameters. The low quality and short sequences may be 
checked manually. 
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SWriter (Sheet Writer) 
 
The program helps to track samples after loading 96-well microtiter plates on 64 lane gels with 
8 syringes Hamilton pipettes. The configuration of the Hamilton pipettes will load every second 
lane on a gel, thus one may easily lose track of samples. 
The program SWriter runs on Unix platform. SWriter takes manually given sample names or the 
nomenclature used in the laboratory of 2 96 well microtiter plates and writes a 3 48 lane gelfiles. 
The use of SWriter makes gel naming, loading and sample tracking easier, and avoids some of 
the common mistakes mixing samples on gels. 
 
Epitope maping  
 
In vitro validation of in silico predicted epitops 
 
The complete epitope mapping of the well-conserved mitochondrial inner membrane CS 
enzyme using autoantibodies obtained under normal and pathological conditions was made, and the 
results of in silico antigenity prediction with the in vitro immunoserological results were compared. 
 
CS Results of B-cell epitope prediction: 
Assuming that antibody epitopes are usually found at or near to hydrophilic β-turn parts of 
proteins, fifteen segments with high probability of β-turn secondary structure (Pβ-turn > 1) and low 
probability of hydrophobicity (Phydrophobicity < 0) were considered for selection. These segments 
cover the following sequences: 51-78, 85-91, 103-119, 127-132, 138-161, 176-195, 217-239, 244-
250, 261-269, 281-285, 302-309, 320-331, 354-364, 390-398, 409-414, 448-463. 
Considering the results of 3D homology modeling, two of the fifteen segments were rejected. 
Regions 103-119 and 302-309 had only very limited or no accessibility for antibody binding, as 
they are located not on the surface of the molecule. Based on scores derived from the prediction and 
modeling results, the following nine segments were selected for further studies: 51-90 (I), 124-163 
(II), 176-195 (III), 216-250 (IV), 261-285 (V), 320-339 (VI), 354-373 (VII), 390-414 (VIII), and 
447-466 (IX). For immunoserological validation of predicted epitopes, a multipin system with set of 
overlapping decapeptides covering regions I to IX were prepared by solid phase chemistry. 
 
CS Results of T-cell epitope prediction: 
Amino acid sequences 18-29, 35-88, 92-115, 119-131, 139-165, 195-237, 254-266, 306-319, 
361-393, and 406-446 were predicted by binding to at least one of virtual HLA allele. Nine 
segments, showing binding potential to more than 10 virtual HLA alleles were regarded as highly 
potential for T-cell epitopes (18-29, 57-83, 91-103, 119-131, 201-215, 254-266, 306-319, 373-393 
and 415-427). 3D modeling showed that two of these regions are located on α-helices positioned in 
the inner part of the protein. It is interesting to note, that four of the nine segments partly overlap 
with the predicted B-cell epitope regions: 57-60, 57-79, 255-266, 306-319, and 415-427. One of 
these overlapping sequences (306-319) is located also in the intramolecular space. Three T-cell 
predicted highly potential sequences on the surface of the molecule were just adjacent to predicted 
B-cell epitopes (T|B: 91-103|103-119, 119-131|103-119, 415-427|409-414).  
In vitro Results of ELISA: 
Sera having an OD value at least two standard deviation (2SD) higher than the average of 
measured OD of sera in the group were selected as positive. The positive anti-CS IgG cases were 2-
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4% of all subgroups, except among heart transplant patients, where 7% of all cases were positive. 
IgM sera were positive in 7-12% of all cases, except the autoimmune patients, where 24% of all 
cases were positive. Serum samples found positive during the simple binding ELISA test were used 
for the further epitope mapping. 
Immunoserological epitope mapping in multipin system: 
Major differences were found in the recognition pattern of different types of sera. Differences 
in epitope pattern of healthy and heart-transplanted patients have been published recently. The 
results of detailed immunopathological analysis on the differences between the results of the 
autoimmune and healthy samples are under publication.  
The examined 40 decapeptides (synthetic epitope) covered 49% of the whole CS molecule. 
From 40 decapeptides 23 (58%) were recognized by more than one group of sera; 8 (19%) were 
recognized only by one group of sera, while 9 (23%) did not had any recognition. 
From the 40 synthetic decapeptides 34 were predicted in silico for good immunological 
recognition, and 27 (79%) of them were confirmed by immunoserological measurements. Eleven 
decapeptides (32%) were recognized by the majority of sera, 16 (47%) by at least one. Seven (21%) 
decapeptides were predicted in silico but not validated in vitro. There were 6 peptides which were 
not predicted but synthesized, 3 were not and 3 were recognized by autoantibodies. One unpredicted 
synthetic peptide (330-339 amino acid sequence) had strong reactivity with the different groups of 
sera. 
The results of the homology searches of the in silico predicted and in vitro analyzed epitopes 
are presented in. The comparison of binding data obtained from ELISA experiments and scores 
from this analysis clearly show that all peptides recognized by autoantibodies possess high score 
hits to the conserved parts of CS first, and some well conserved – mostly bacterial – hits were found 
as well. 
 
Random peptide library screening with CS purified sera: 
With random peptide library screening we got 2 positive sera of autoimmune patients, in the 
region 145-150 amino acids. This correlated well with our in silico predictions, and overlapped with 
the predicted 138-161 region. Immunization with CS resulted Mab with a specificity (31-59 amino 
acids) this showed partial correlation with the predicted 51-78 amino acid region. 
 
HBxAg B-cell epitop prediction results: 
The exact 3D structure of HBxAg is unknown. The protein contains 84 hydrofob amino acids, 
which is 54% of all amino acids in HBxAg. The Cho-Fasman and Garnier-Osbourne-Robson 
algorithms predicted turns at the N- and near the C-terminals of the molecule. Between 75-130 
amino acids an α-helix is predicted. Secondary β-sheet is highly probable all along the whole 
sequence. Glicolization sites are unknown. 
The Jamson és Wolf antigenicity index predicted sequences 22-31 and 100-114 as probable 
epitopes. In vitro validation of the prediction was done with M13 filamentous phage expressed 
random peptide library. Our Mab recognized the 88-93 amino acid of HBxAg. This results did not 
correlate with the previous predictions. 
In vitro ELISA results: 
The HBxAg serum levels were measured by sandwich type ELISA. The absolute concentrations 
were scattered in a wide range between 18 – 1800 ng/ml. The averages of the serum HBxAg 
concentrations were higher in both acute and chronic hepatitis samples, than in symptomless 
carriers, however, the individual variations were also the highest in chronic hepatitis patients. 
The individual differences were relatively homogenous except for chronic hepatitis patients with 
anti-HBx IgG isotype. The strongest anti-HBx reactivity was found on the longest fragment of the 
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recombinant antigens (10-143) with both IgG and IgM isotypes. The first recombinant C terminal 
fragment (C1: 79-117) was characteristically positive in chronic hepatitis patients with both IgG 
and IgM isotypes. The IgG antibodies were strongly positive on the same sequence in acute 
hepatitis and in symptomless carriers. The anti-HBx IgM positivity was not significantly stronger 
on C1 sequence in any of the group examined. The other investigated sequences were slightly 
positive with minimal individual variations. Healthy controls proved to be consequently non-
reactive on all antigens included into the study. 
Correlation between the HBx serum concentration and anti-HBx antibody titers was analyzed by 
regression analysis enables to clarify the hidden correlations among different parameters and 
groups. Strong and homogenous correlations were found in acute hepatitis for the all measured 
HBxAg fragments in IgM response. The IgG antibodies showed correlation between the high 
recognition of C1 fragments and consequent ignorance of the N terminal end. The strong correlation 
between the serum HBxAg level and the antibody production against the longest fragment (X: 10-
143) shows good probability of the mathematical analysis. 
 
 
Results of combined biostatistical analysis 
 
Correlation between the HBx serum concentration and anti-HBx antibody titers was analyzed by 
regression analysis enables to clarify the hidden correlations among different parameters and 
groups. Strong and homogenous correlations were found in acute hepatitis for the all measured 
HBxAg fragments in IgM response. The IgG antibodies showed correlation between the high 
recognition of C1 fragments and consequent ignorance of the N terminal end. The strong correlation 
between the serum HBxAg level and the antibody production against the longest fragment (X: 10-
143) shows good probability of the mathematical analysis. 
In chronic hepatitis B patients we found IgG dominance and correlations among C terminal 
fragments but no correlation with N terminal fragments. The serum level of HBxAg moderately 
influenced the correlations in the IgG response against the C terminal fragments and the longest 
fragment (X: 10-143). The regression analysis of IgM reactivity with N terminal and C terminal 
fragments were dominant and no correlation was found with the antigen concentrations in the same 
sera. 
The regression analysis of the results of symptomless HBV carriers showed close similarities to 
acute hepatitis B: the IgM dominance was typical and there was a strong correlation in the IgG 
response between the C1 and N terminal fragments. However, the IgM dominance was less 
homogenous in comparison to the patients suffering from acute hepatitis, and further IgG related 
correlations were detected between the HBxAg concentration and the N-terminal fragment-specific 
IgG production probably indicating, that HBxAg immuncomplexes are composed of IgG and 
antigen. 
 
Discussion 
 
 
In silico experiments became the accepted methodology in molecular biology and immunology. 
The use of statistical methods had changed natural sciences. The advances in algorithm 
development, computation and information technology made the handling of large databases 
possible. The spreading of personal computers, modern programming languages widened the place 
for computer aided research. The breakthrough of modern molecular biological techniques (e.g.: 
sequencing, microchips, etc.) not only increased the amount of biological data, but also increased 
the need for its assessment.  A new science bioinformatics had evolved. 
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Major research in the field include sequence alignment, gene finding, genome assembly, protein 
structure alignment, protein structure prediction, prediction of gene expression and protein-protein 
interactions, the modeling of evolution and biostatistics.  
The work included software development to help the laboratory work in large scale DNA 
sequencing projects. This resulted in the swriter program which eases the loading of gels from 
microtitter plates with Hamilton pipette.  
A software system a collection of scripts and programs were written to help data assessment in 
large scale DNA sequencing projects under Linux. This package full fields the needs of our 
laboratory work. 
We have used a well-conserved citrate synthase and HBxAg models to validate in silico 
predicted epitopes with in vitro immunoserologically verified epitopes of circulating autoantibodies.  
The in silico analysis coincided frequently, but not always, with the immunoserologically 
determined epitopes. Antibodies of various groups of sera recognized 79% of predicted epitopes. 
This is comparable to the literature, where 60-100% of all epitopes are identified by in silico 
methods. Predictions under different immunological conditions (individual sera groups) differ from 
the ideal data in the literature. This is because, methods currently employed in attempts to identify 
antigenic determinants and other features of proteins are currently trained under “healthy” 
immunological conditions, and tuned for recognizing the immunologically possible epitopes. The 
variability between the analyzed groups can be explained by the differences in the immune response 
under different health status. The immunological conditions of the host immune system can 
determine the recognition pattern of the selected epitopes. 
Our results suggest that special databases are needed for training and weighing prediction 
methods by clinically well-characterized samples. The development of these special algorithms 
needs a new approach. A high number of samples under these special immunological conditions are 
to be mapped and then used for the “fine tuning” of different prediction algorithms.  This can 
introduce a new era of post-prediction in bioinformatics.  
In the thesis a novel use of biostatistical methods is presented to clarify the hidden correlations 
among a high number of different parameters and groups within biological data. Correlation 
between the HBx serum concentration and anti-HBx antibody titers was analyzed by regression 
analysis enables to clarify the hidden correlations among different parameters and groups, which 
may have prognostic consequences. 
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